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Ⅰ．要約 
悪性脳腫瘍の化学療法は、血液脳関門、血液腫瘍関門の存在のために全身投
与した薬剤のごく一部しか腫瘍組織へ到達することができず、その効果が限ら
れてきた。この問題を克服する方法として局所投薬も古くより研究されてきた
が、薬剤拡散が限られるなどの理由により有効性を示すに至らなかった 1）2）。し
かし、近年、抗癌剤カルムスチン徐放性製剤であるカルムスチンウェハ―（グ
リアデル®）の手術時摘出腔内留置による悪性神経膠腫の局所化学療法の有効性
が確認され、局所投薬の有効性が改めて見直されるようになった 3）。 
このような背景を受けて東北大学脳神経外科では近年、対流強化輸送 
(Convection-enhanced delivery: CED)法を用いた抗癌剤局所投与による悪性神
経膠腫の新規治療法開発を目指して研究を進めてきた。この方法は薬剤を微量
注入ポンプを用いて持続陽圧下に直接脳内に局所注入し、血液脳関門を介さず
に脳実質内に投与薬剤を広く分布させることが可能な新規薬剤脳内局所投与法
である 4）。脳腫瘍に対して塩酸ニムスチンを CED 法で投与する治療効果をラッ
ト脳腫瘍モデルを用いて示し 5）、さらにこの塩酸ニムスチンの CED 法による投
与に化学療法薬テモゾロミドの全身投与を併用することによる相乗効果を同様
にラット脳腫瘍モデルで示した 6）。今回、私は CED 法による局所化学療法後に
投与局所に起こる血液脳関門透過性の変化を解析するとともに、その変化を応
用した全身化学療法併用効果の促進を目標として本研究を実施した。 
実験方法としては、最初に正常ラット脳に抗癌剤塩酸ニムスチン（ACNU）
を CED 法で局所投与した際の局所に起きる変化を、特に投与後の血液脳関門の
透過性に注目して検討した。局所投与する塩酸ニムスチンの濃度は、私たちの
グループがこれまでに報告してきた脳組織障害を起こさない最大許容濃度であ
る 1mg/ml に設定した 4）。塩酸ニムスチンの CED 投与を受けたラットに経時的
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に 2％エバンスブルーを尾静脈より投与し、脳内への漏出量を蛍光顕微鏡および
吸光計を用いて定性および定量評価した。また、ラットの脳腫瘍モデルを作成
し、塩酸ニムスチンとコントロールとして PBS をそれぞれ CED 法により局所
投与し、ドキソルビシン内包リポソーム（ドキシル®；ドキソルビシン塩酸塩リ
ポソーム製剤）の全身投与を併用した際の脳腫瘍内への漏出について蛍光顕微
鏡を用いて定性的に比較評価した。最後にラット脳腫瘍モデルに塩酸ニムスチ
ンの CED 法による投与とドキソルビシン内包リポソームの全身投与を様々な
投与スケジュールで併用し、生存試験によりその抗腫瘍効果の違いを比較検討
した。 
 塩酸ニムスチンの CED 法による投与後のエバンスブルーの漏出については、
定性評価、定量評価ともに局所投与の 7 日から 12 日頃に漏出のピークを認め、
その後は次第に減尐していく様子が確認された。また、脳腫瘍モデルを用いた
研究では、塩酸ニムスチンの CED 投与 7 日後にドキソルビシン内包リポソーム
を尾静脈投与すると、ドキソルビシン内包リポソームが多量に腫瘍内に分布す
ることが示された。生存試験では、ドキソルビシン内包リポソームの尾静脈投
与群では、コントロールと生存に差を認めず（p = 0.26）、塩酸ニムスチンの CED
投与群では、我々のこれまでの報告通りにコントロールに比べ生存期間の有意
な延長を認めた（p = 0.017）。しかし、塩酸ニムスチンの投与後の血液脳関門の
透過性亢進時期にドキソルビシン内包リポソームの尾静脈投与を追加した群で
は、塩酸ニムスチンの CED 法による投与のみで治療した場合に比べて更に生存
期間の延長が得られた（p = 0.003）。一方でドキソルビシン内包リポソームの尾
静脈投与を先行させてから塩酸ニムスチンの投与を追加した群では、コントロ
ールと生存に差を認めなかった（p = 0.27）。 
 以上の結果から、塩酸ニムスチンの CED を行った 7-12 日後に血液脳関門を
4 
 
介して脳実質内への漏出が起こり、この時期に全身化学療法を追加することで
治療成績の向上が得られることが示された。 
本研究では、脳実質に薬剤を局所投与することで、その投与局所に一時的な
血液脳関門の透過性亢進が生じることを発見し、報告した。さらには、この時
期に合わせて全身化学療法を併用することの有効性も示した。本研究が、神経
膠腫の化学療法に対して新たな可能性を広げるものと期待される。 
 
Ⅱ．研究背景 
神経膠腫は原発脳腫瘍の約 30％を占める疾患であり、特にその約 30％を占め
る膠芽腫は最も一般的で悪性度の高い原発性脳腫瘍である。その発生頻度は欧
米での統計では毎年人口 10 万人あたり約 3 人とされる 7）。脳実質内にび慢性に
浸潤増殖する性質を有し、そのために治癒切除は極めて困難であり、放射線治
療、化学療法を含む集学的治療が必要とされる。 
効果的な抗がん剤治療の出現は20世紀後半における医療技術の大きな進歩の
１つと言え 8）、新たな種類の化学療法剤や分子標的物質が悪性新生物の治療のた
めに紹介されてきた。悪性神経膠腫に対しても、近年、経口アルキル化剤であ
るテモゾロミドの初発膠芽腫患者における生存期間延長効果が第Ⅲ相試験によ
って初めて確認された 9)。これにより、膠芽腫の現在の標準的治療はテモゾロミ
ド内服と放射線治療併用となったが、膠芽腫と診断された患者の生存期間中央
値は約 15 カ月であり 7）、従来の放射線療法単独療法と比較しても約 2 カ月の延
長効果に限られている。したがって膠芽腫に対する治療効果は未だに満足でき
るものではなく、3 年以上生存する患者はごく僅かである 10）。悪性神経膠腫に
対する薬物治療の障壁として、血液脳関門を介した薬剤通過性の問題が挙げら
れる 11)。血液脳関門は親水性物質をほとんど透過しない。さらに、通常細胞膜
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を通過できる疎水性の薬物も血液脳関門に多数発現している p-糖タンパクの働
きで血液側に排出されてしまう。また、たとえ治療薬剤の血液脳関門の透過性
が得られたとしても、薬剤による全身への副作用を起こさずに、中枢神経系腫
瘍に効果的な薬剤濃度を確保することは現実には困難であり、多量投与となり、
薬剤による全身への副作用を起こしてしまう可能性が高い。そのために、薬剤
投与量が制限され、高い治療効果を得ることは困難であり、中枢神経系腫瘍に
対する薬物治療は他の固形癌以上に困難とされている 11）。 
一方で、薬剤局所投与は血液脳関門をバイパスした投与が可能で、全身性副
作用を軽減しつつ脳内局所への化学療法薬剤の高濃度投与を可能とすることで
注目される 11）12）。腫瘍摘出後の摘出腔内へ敷布するカルムスチンウェハー（グ
リアデル®）は局所へ投与される抗癌剤(BCNU wafers, Esai, Inc., Woodcliff 
Lake, USA)であるが、2000 年代初めに新規発症および再発の膠芽腫における研
究により、悪性神経膠腫の生存期間延長が実証された 3）13）。しかしながら、腫
瘍内直接注入や薬剤ポリマーの埋め込みなどを含めて既存の薬剤局所投与方法
は、最終的にはその分布が脳実質内における薬剤の拡散にかかっており、実際
は極めて限局的であることが知られている。このような背景を受けて、薬剤局
所投与における飛躍的な進歩の１つとして、Convection-enhanced delivery(以
下 CED)法 が開発された 4）。 
CED 法は、1994 年に Bobo らによって報告された新規薬剤脳内局所投与法で
あり、悪性神経膠腫に対する薬物治療への応用が期待され、近年注目されてい
る。 CED 法は微量注入ポンプを用いて陽圧をかけて薬剤を押すことで注入針
先端の圧勾配を維持し、対流(convection)を発生させ、これにより生じる流れ(細
胞間流)を利用して脳構造に機械的な損傷を与えることなく脳組織間隙に広範で
高濃度の薬剤分布を可能にする技術である 12）（図 1）。局所投与であることから、
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薬剤による全身性副作用を軽減しつつ大きな効果を発揮することが期待できる。
CED 法は、すでに米国を中心に悪性神経膠腫の新規治療法として、いくつかの
臨床試験が行われている。投与する薬剤としては、膠芽腫細胞表面に発現して
いるインターロイキン 13 と Pseudomonous exotoxin の細胞内移行シグナルを
除去した部分を結合したキメラ蛋白である IL13-PE38QQR（膠芽腫細胞表面に
高頻度に発現しているインターロイキン 13（IL-13）受容体を標的として結合し
て細胞内に移行、その後 Pseudomonous exotoxin が殺細胞効果を発揮する）14)
や、トランスフェリンと Diphtheria toxin のキメラ蛋白である TfCRM107（膠
芽腫細胞に高発現するトランスフェリン受容体を標的とする）といったキメラ
蛋白を用いるもの 15)、BCNU16)、topotecan17)、carboplatin、gemcitabin1)、
paclitaxel18)のような既存の抗腫瘍薬を用いるもの、Transforming growth 
factor-ベータに対するアンチセンスオリゴヌクレオチドを用いるものなどがあ
る。 
東北大学脳神経外科では、悪性脳腫瘍治療に対する CED 治療の基礎研究を
2005 年より開始し、げっ歯類、霊長類を用いた前臨床研究を積み重ねてきた 5）
6）19）20）。中でも現在の悪性神経膠腫標準治療薬とされるテモゾロミド登場以前
に標準治療薬とされてきた抗腫瘍薬；塩酸ニムスチン（ACNU）を用いた研究
を進め、塩酸ニムスチンの脳内分布を MRI 画像モニタリング下に CED 投与す
る新規治療法の開発に成功した。東北大学倫理委員会の承認を得て 2008 年再発
神経膠腫の臨床応用に至り、安全性、有効性の評価を進めている。この中で、
塩酸ニムスチン投与後に薬剤分布領域に沿って投与後数日経過してから経静脈
投与した造影剤による造影効果を認める症例を認めた。この血液脳関門の透過
性亢進を認める時期の存在は、その後に全身化学療法を併用する際の併用効果
の増強を得る鍵になると考えられる。 
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本研究で、私は塩酸ニムスチン局所投与後の血液脳関門透過性亢進について
研究し、この期間に全身化学療法を併用することによる抗腫瘍効果増強を試み
た。 
Ⅲ．研究目的 
本研究では、塩酸ニムスチンの局所投与後の血液脳関門の透過性亢進に注目  
した。投与局所に明らかな組織毒性を示さない濃度で塩酸ニムスチンの局所投
与を行い、その後に投与局所に認められる血液脳関門の透過性亢進を詳細に観
察して、その程度、時間的経過を解明することを目的とした。さらに脳腫瘍モ
デルを用いて、脳腫瘍内でも同様の透過性亢進が得られることを確認し、透過
性亢進が得られる時期に全身性の化学療法を実施することで併用効果の増強を
諮ることを目的とした。 
Ⅳ．研究方法 
A．実験材料 
A-1.薬剤 
ポリエチレングリコール鎖を有するリポソームにドキソルビシンを内包した
ドキソルビシン内包リポソーム（ドキシル®, ALZA Pharmaceuticals, 
Mountain View, CA)を購入し、使用した。ドキソルビシン内包リポソーム（ド
キシル®）の原液は 2mg/ml のドキソルビシンを含有しており、これを原液で使
用した。塩酸ニムスチン（ACNU）は第一三共製薬より購入し、CED による投
与の際には生理食塩水で 1mg/ml の濃度の溶液に調整して使用した。エバンス
ブルー（Sigma）粉末は生理食塩水に溶解させ、濃度を調整して使用した。 
 
A-2．腫瘍細胞株 
The 9L rat gliosarcoma cells (American Type Culture Collection, Rockville, 
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MD)を使用した。培養液は Eagle’s minimal essential medium に 10% fetal 
Bovine serum、non-essential amino acids、100 U/ml penicillin G を混合した
ものを使用した。インキュベーター（37℃ 95％air 5%CO2 条件下）内で細胞
培養を行った。 
 
A-3．実験動物  
本研究の動物実験で使われた実験プロトコールは、東北大学大学院医学系研
究科動物実験施設で承認されている。体重 200g 相当の雄性 Fischer344 ラット
を Kumagai-Shigeyasu Co.,Ltd (Sendai, Japan)より購入した。体重 200g 相当
の雄性Sprague-DawleyラットはCharles-River Japan Laboratories (Tsukuba, 
Japan)より購入した。 
 
A-4．ラット脳腫瘍モデル 
腫瘍細胞はトリプシン処理にて収集し、完全培地で一度洗浄後、カルシウム
とマグネシウムを含有しないPBSを加えて腫瘍植込み用の細胞懸濁液とした。
腫瘍細胞懸濁液は10μlのPBSに5×105個の細胞が含まれるように調製した。ハ
ロタンと酸素の混合気による全身麻酔を行い、頭部は小動物用定位脳固定装置
(Narishige Co., Tokyo, Japan)に固定した。正中部矢状方向に皮膚切開を置き、
頭蓋骨を露出させ、小型穿頭ドリルを使用し、bregmaから0.5mm前方かつ3mm
外側に骨孔を穿った。装置に固定したハミルトンシリンジを脳表から4.5mmの
深さまで進め、5μlの腫瘍細胞懸濁液を注入して2分間待機し、脳表から4.0mm
の深さまで針先を浅くして更に5μlの腫瘍細胞懸濁液を注入した。その後、更に
2分間待機した後に、植込み用の針を除去し、閉創し腫瘍植込みを終了した。 
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A-5．Convection-enhanced delivery 
脳表から 4.0mm の深さにカテーテル針の先端を固定留置し、薬剤の局所持続
注入を行った。注入カテーテルは、注入速度が調節可能な微量注入ポンプ
(BeeHive; Bioanalytical System, West Lafayete, IN)のシリンジに接続した。薬
剤注入速度は、以下のように段階的に増加させ、全量 20μl を 40 分かけて持続
注入した(0.2μl / 分 ×15 分 + 0.5μl / 分 ×10 分 + 0.8μl / 分×15 分 = 20
μl / 40 分 )。逆流による薬剤漏出を防ぐために、逆流防止機能付き注入カテー
テルを作製した 21）22）23）(図 2)。材料は、微細なシリカチューブと 24 ゲージ金
属針を用いた。 ラットは、持続的なハロセン投与で麻酔維持を行い、腫瘍植込
み用に作成した骨孔を通して、目標注入部位に向けて注入カテーテルを刺入し
た。注入終了後はカテーテルを抜去して創を縫合した。 
 
B.実験方法・手順 
B-１．塩酸ニムスチンの毒性評価について 
3匹の健康な体重 200g相当の雄性 Sprague-Dawleyラットの一側大脳半球に
対し、生理食塩水で1mg/mlに濃度調整した塩酸ニムスチン溶解液20μlをCED
法で投与した。塩酸ニムスチン投与後は毎日神経学的脱落症状の有無、全身状
態を評価した。投与から60日後にラットを安楽死させ、還流固定後に脳を摘出。
5μm 厚のパラフィン切片としてヘマトキシリン－エオジン染色を行い評価し
た。 
 
B-2a．血液脳関門からのエバンスブルー漏出量の体積評価 
20匹の健康な体重 200g相当の雄性Fischer344ラットの一側大脳半球に対し、
生理食塩水で 1mg/mlに濃度調整した塩酸ニムスチン溶解液 20μlを CED法に
10 
 
より投与した。その後、無作為に 5 つの群に分けて塩酸ニムスチン投与後 3 日、
7 日、12 日、20 日、30 日の時点で各 4 匹ずつのラットに生理食塩水で濃度調
整した 2％エバンスブルー溶液 1ml を尾静脈から投与した。投与 30 分後に生理
食塩水で経心臓的に約 5 分程度の還流を行い、血管内のエバンスブルーを洗い
出し、脳を摘出してイソペンテンで凍結標本とした（図 3）。標本はクライオス
タットで 25μm 厚の凍結切片とし、100μm 厚毎の step section を作製した。
エバンスブル－は蛍光顕微鏡で発色が確認できるため、血液脳関門の透過性亢
進により脳実質内へと漏出したエバンスブルーを蛍光顕微鏡（Leica FW4000  
Leica microsystems 社製）で観察した。観察は Excitation filter:546±5.5、
Dichroic beam splitter:593、Emission filter:612±1.5 のフィルターチャネルを
使用して評価した。更に標本切片の漏出部分の面積を計測し、切片厚とともに
その漏出した体積を算出し各群で比較した。 
 
B-2b．血液脳関門からのエバンスブルー漏出量の定量評価 
24 匹の体重 200g 相当の雄性 Fischer344 ラットの一側大脳半球に対し、生理
食塩水で 1mg/mlに濃度調整した塩酸ニムスチン溶解液 20μlを CED法により
投与した。塩酸ニムスチン投与後 3 日目に 9 匹、7 日目に 9 匹、30 日目に 6 匹
のラットに対して、生理食塩水で濃度調整した 4％エバンスブルー溶液 1ml を
尾静脈から投与した。投与 30 分後に生理食塩水で経心臓的に約 5 分程度の還流
を行い、血管内のエバンスブルーを洗い出し、脳を摘出した（図 4）。薬剤を投
与した半球の穿刺部前方 3mmおよび後方 3mmの範囲で脳をブロック状に切り
分けたものを質量定性評価として使用した。Chan らの方法 24）25）に基づき、切
り分けた標本に PBS 1ml を加えてホモジナイズを行い、遠心分離機で 1000 回
転/分を 30 分間行った。上清 0.7ml を捨て、同量（0.7ml）の 100％トリクロロ
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酢酸を加えて 4℃で一晩保存した。その後に再び遠心分離機で 1000 回転/分を
30 分行い、上清を吸光計（SPECTRA max190-S Molecular Devices 社製）を
用いて 610nm で吸光度を計測した。その値から半球あたりに漏出したエバンス
ブルーの質量をμg 単位として算出した。 
 
B-3．頭蓋内腫瘍モデルに対する塩酸ニムスチン投与後のドキソルビシン内包リ
ポソームの漏出評価 
体重 200g 相当の雄性 Fischer344 ラット 6 匹の一側大脳半球に、９L 細胞 5
×105個を植え込み頭蓋内腫瘍モデルを作製した。腫瘍植え込み 5 日後、3 匹に
対して塩酸ニムスチン（濃度 1.0 mg/ml、20μl）を CED 法により投与し、残
り 3 匹には PBS（20μl）を同様に投与した。塩酸ニムスチン投与 7 日後に全て
のラットに対して尾静脈からドキソルビシン内包リポソーム（濃度 2.0 mg/ml 
1ml）を全身投与した。投与 30 分後に生理食塩水で経心臓的に還流を行い、血
管内のドキソルビシン内包リポソームを洗い出し、脳を摘出した（図 5）。凍結
標本として、クライオスタットで 25μm 厚の凍結切片を作製した。ドキソルビ
シン内包リポソームが含有するドキソルビシンは蛍光顕微鏡で発色が確認でき
るため、Leica 蛍光顕微鏡で観察した。その後に切片をヘマトキシリン－エオジ
ン染色し、光学顕微鏡で観察した。 
 
B-4．頭蓋内腫瘍モデルを用いた生存試験 
体重 200g 相当の雄性 Fischer344 ラット 22 匹を用いて、一側大脳半球に上記
と同様の手順で９L 細胞の腫瘍モデルを作製した。次に 22 匹のラットをランダ
ムに以下の 5 つのグループに振り分けた（表１）。 
(a) PBS を CED 法で投与するコントロール群 (n = 9)、 
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(b) PBSを CED法で投与後にドキソルビシン内包リポソームを尾静脈投与する
群 (n = 9)、 
(c) 塩酸ニムスチンを CED 法で投与する群 (n = 8)、 
(d) 塩酸ニムスチンを CED 法で投与後にドキソルビシン内包リポソームを尾 
静脈投与する群 (n = 9)、 
(e) ドキソルビシン内包リポソームを尾静脈投与し、後から塩酸ニムスチンを 
CED 法により投与する群 (n = 7) 
腫瘍植え込み 5 日後に、(a)、(b)、(c)、(d)の各群に対してはそれぞれ塩酸ニムス
チン（1mg/ml）あるいは PBS を 20μlCED 法により投与し、(e)群に対しては
ドキソルビシン内包リポソーム（2.0mg/ml）を 400μl 尾静脈より投与した。そ
の更に 7 日後（腫瘍埋め込みから 12 日後）に、(b)、(d)、(e)の各群にドキソル
ビシン内包リポソーム（2.0mg/ml）を 400μl 尾静脈より投与した。更に 6 日後
（腫瘍埋め込みから 18 日後）に(b)、(d)の各群に対してドキソルビシン内包リ
ポソーム（2.0mg/ml） 400μl を尾静脈より投与し、(e)群に対しては塩酸ニム
スチン（1mg/ml）20μl を CED 法により投与した。ドキソルビシン内包リポソ
ームの投与量については過去の文献 2）26）を参考にした。生存試験各群間の有意
差は log-rank test を用いて判定した。解析ソフトには SPSS(version 11.01; 
SPSS, Chicago, USA)を用い、P 値 0.05 未満を統計学的有意差と判断した。 
 
Ⅴ．研究結果 
1．塩酸ニムスチンの毒性評価について 
過去に我々が報告したように 5）6）、ラットの正常脳に 1mg/ml の塩酸ニムスチ
ン 20μlをCED法により投与しても、投与局所の脳実質への損傷は僅かにCED
の針刺入路による損傷のみで、その他の明らかな損傷は認めなかった（図６）。 
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本実験において全ての CED で塩酸ニムスチンの濃度は、この直接的な組織障
害のほとんどない濃度 1mg/ml、総投与量は 20μl で行った。 
 
2．塩酸ニムスチンの CED 法による投与後に尾静脈投与したエバンスブルーの
漏出について 
塩酸ニムスチン濃度 1mg/ml、総投与量 20μl の CED 法による投与局所では
脳実質への損傷をほとんど認めないことは上述したとおりである。ところが、
CED 施行 7 日後に尾静脈投与したエバンスブルーは CED を行った脳局所に漏
出していた。Fischer344 ラット 4 匹の正常大脳半球に塩酸ニムスチンを CED
法により投与し、その 7 日後に 2％エバンスブルー溶液を尾静脈投与した切片を
図 7 に示す。Leica 蛍光顕微鏡で血液脳関門から脳実質内に漏出したエバンスブ
ルーの発色が確認された。定性評価で実験した 4 匹ともに漏出程度は類似して
いた。 
血液脳関門の透過性亢進の経時的変化について調べるため、更に塩酸ニムス
チン投与 3 日後、12 日後、20 日後、30 日後にエバンスブルーを尾静脈投与し
た際の脳局所での漏出を同じく各群 4 匹で検討した。蛍光顕微鏡による漏出評
価は全て同じ条件で行った。その結果、塩酸ニムスチン投与 3 日後でのエバン
スブルーの漏出は僅かであったが、7 日後および 12 日後では著しい漏出を認め、
20 日後、30 日後では時間の経過に従い漏出程度は減弱を認めた（図８）。25μ
m 厚の連続切片の発色面積を計算し、漏出を認めた部分の体積を算出した結果、
上記の傾向が確認された（図９）。更に、塩酸ニムスチン投与後のエバンスブル
ー漏出量の経時的変化を吸光計を用いて定量的に評価した。塩酸ニムスチン投
与 3日後と 30日後の群で、脳実質内に漏出したエバンスブルーの質量は尐なく、
やはり 7 日後の群でピークを認めた（図 10）。 
14 
 
 
3．頭蓋内腫瘍モデルに対する塩酸ニムスチン投与後の血液脳関門の透過性亢進
について 
腫瘍血管は通常、正常血管に比べて漏出しやすいとされる 11）。塩酸ニムスチ
ン投与後の血液脳関門の透過性亢進について頭蓋内腫瘍モデルで検討した。6 匹
の脳腫瘍モデルラットを作製し、塩酸ニムスチンを CED 法により投与した 7 日
後の 3 匹とコントロールとして PBS を CED 法により投与した 7 日後の 3 匹に
ついてドキソルビシン内包リポソームの尾静脈投与を行い、その切片を蛍光顕
微鏡で観察した。その結果、PBS を投与した腫瘍部分にもある程度の漏出が確
認されたが、塩酸ニムスチンを投与した腫瘍部分ではより強い漏出が確認され
た。塩酸ニムスチンの投与を受けたラットのうち 1 匹の標本では腫瘍が 2 か所
に分布しており、CED の針の先端近傍に位置する腫瘍部分では、離れた部分に
位置する腫瘍に比べてより蛍光発色が強いことが認められ、塩酸ニムスチンの
投与による効果を反映しているものと考えられた（図 11）。 
 
4．生存試験 
生存試験の結果は Kaplan-Meier 曲線で評価した（図 12）。 
塩酸ニムスチンを CED 法で投与した群では、コントロール群と比べて脳腫瘍モ
デルラットの生存期間の有意な延長を認めた（ｐ＝0.017；log-rank 検定）が、
PBS を CED 法により投与した後にドキソルビシン内包リポソームの尾静脈投
与を追加した群では、有意な生存期間の延長は認めなかった（p = 0.26）。塩酸
ニムスチンを CED 法により投与した後にドキソルビシン内包リポソームの尾
静脈投与を追加した群では、塩酸ニムスチンの CED 法による投与のみで治療し
た場合に比べて治療成績の有意な改善が得られた（p = 0.003）。それに対して逆
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の順序で、つまりドキソルビシン内包リポソームの尾静脈投与を先行させてか
ら塩酸ニムスチンを CED 法により投与した場合にはコントロール群と比べて
治療成績に有意差は認めなかった（p = 0.27）。 
 
Ⅵ．考察 
私たちの研究グループはこれまでに、脳腫瘍モデルに対して塩酸ニムスチン
を CED 法により局所投与する治療効果と安全性について報告してきた 5）6）。こ
れらの研究結果に矛盾せず、1mg/ml に濃度調整した塩酸ニムスチンの CED 法
による局所投与は明らかな毒性を示さなかった（図 2）。しかしながら今回の実
験において、この濃度の塩酸ニムスチン投与による血液脳関門の透過性亢進が
観察された。エバンスブルー液の尾静脈投与後の脳切片で、脳実質内へのエバ
ンスブルーの漏出を定性的に評価した結果、塩酸ニムスチン投与後 7-12 日頃に
漏出は増加していた。これはその後にひきつづいて実施した定量的実験でも確
認された。 
本実験では、ラット脳腫瘍モデルとして９L 細胞株を使用した。ラット脳腫瘍
モデルには他にも悪性神経膠腫モデルとして F98、C6、RG2 等の細胞株が存在
するが、この 9L 細胞株はラットの膠肉腫の細胞である。膠肉腫は WHO の分類
では gradeⅣに相当し、神経膠細胞への分化と間葉系への分化の 2 極的な組織パ
ターンを合わせ持つ、膠芽腫の亜型と定義されている。従って本細胞株を用い
た実験は膠芽腫を想定したものとなる。 
抗癌剤カルムスチン徐放性製剤であるカルムスチンウェハー（グリアデル®）
により悪性神経膠腫に対する局所化学療法の効果は実証され、また CED により
標的へより広範な薬剤供給が可能となってきたが、それでも局所投薬はまだい
くつもの問題を抱えている。悪性神経膠腫においては、腫瘍床および造影境界
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から 2cm 以上離れた部位でも無数の腫瘍細胞が存在するとされている。さらに
腫瘍細胞は腫瘍本体から数センチ離れた場所、時には対側脳にまで存在するこ
ともある 27)。また、播種が起きた場合には、たとえ局所病変がコントロールさ
れていたとしても予後不良因子となる 28)。そのため、効果的な局所化学療法を
実施したとしても効果的な全身治療も必須となる。しかしながら全身化学療法
に関しては血液脳関門が問題となり、大きな分子は 100％、小分子であっても
98％は血液脳関門を通過することができないとされる 29）。局所化学療法後に血
液脳関門が破綻する時期に全身化学療法を行い得れば、全身化学療法の効果も
増強される可能性がある。 
本研究結果から、塩酸ニムスチンの局所投与後に観察された血液脳関門の透
過性亢進は可逆的であった。薬剤の漏出は塩酸ニムスチンの局所投与後１、2 週
間の間に観察された。この一過性の血液脳関門の透過性亢進のメカニズムにつ
いては本研究では解明に至らなかったが、おそらく塩酸ニムスチンの投与によ
り血液脳関門が僅かな障害を受け、その後に修復機序が起こるものと推察され
た。実際にこの期間に静脈投与した色素エバンスブルーやドキソルビシン内包
リポソームの脳実質内への漏出は増加しており、それ以降次第に減尐していっ
た。 
脳腫瘍における血液脳関門の評価はまだ一定していない。腫瘍内ではすでに
血液脳関門はある程度破綻しているために脳腫瘍への投薬を考える際には血液
脳関門は重要ではないという意見もあれば、治療上の重大な障壁であるという
意見も存在する 30)。しかしながら血液脳関門や血液腫瘍関門により、薬剤を腫
瘍細胞を死滅させるのに十分な濃度で腫瘍局所へ到達させることには困難を伴
う 8)。本研究では腫瘍モデルへのドキソルビシン内包リポソームの漏出について
評価を行った。実験的には神経膠腫の薬剤透過性は、薬剤が十分に小さいもの
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であれば正常脳と比較してその 104から 105倍との報告もある 31)。確かに蛍光
顕微鏡で腫瘍内のドキソルビシンによる発光を認めたが、塩酸ニムスチンの局
所投与を受けた部位においては更に強い発光を認めた（図 6）。腫瘍内において
もやはり血液脳関門はある程度機能しており、今回は塩酸ニムスチン投与によ
り腫瘍内でも透過性が亢進したものと考えられた。 
 生存試験では、血液脳関門の透過性亢進が生じる期間にドキソルビシン内包
リポソームの尾静脈投与を受けた場合に限り塩酸ニムスチンの CED 法による
投与とドキソルビシン内包リポソームの尾静脈投与との併用効果が示された。
塩酸ニムスチンの CED 法による投与を受けた 7 日後および 13 日後にドキソル
ビシン内包リポソームの尾静脈投与を受けた群では、脳腫瘍モデルの生存期間
を有意に延長させた。しかし塩酸ニムスチンの投与とドキソルビシン内包リポ
ソームの投与スケジュールを逆にした場合に併用効果は認められなかった。こ
の群では塩酸ニムスチンを CED 法により投与したことによる生存期間延長効
果も認めなかったが、これは最初にドキソルビシン内包リポソームの尾静脈投
与を行っても、それによる腫瘍抑制効果が得られないまま腫瘍が増大し、塩酸
ニムスチンを投与した腫瘍接種後18日目の時点では既にその効果が及ばない局
面に達していたためと考えられた。 
 これまでも効果的な薬剤供給を目的として、血液脳関門の透過性を亢進させる
ための研究がなされてきた 29）32）-35）。いずれも全身投与法による研究であるが、
その 1 つとしては浸透圧性ショックを利用した血液脳関門の破綻がある。高浸
透圧環境下で血管内皮細胞が収縮し、血管内皮細胞間の tight junction を開かせ
るものである。しかし、Salahuddin らの報告ではマンニトールをラットの頚動
脈から投与した場合に血液脳関門が破綻した場所の脳構造の破壊が認められた
34）。マンニトールの使用による危険因子として、血漿タンパクの血液脳関門の
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通過、糖の取り込みの変化、heat shock 蛋白の発現、微小塞栓が挙げられる。2
つ目の方法としては血管作動性物質がある。血管作動性物質には、ヒスタミン、
ブラジキニンン、ブラジキニンアナログである（RMP）-7 がある。ブラジキニ
ンは血管内皮にあるブラジキニン B2受容体を活性化させて tight junctionの透
過性を亢進させる。特に（RMP）-7 はブラジキニンに比べて安定であり、神経
膠腫患者に対して抗癌剤であるカルボプラチンの全身投与を併用した臨床研究
も行われたが、血液脳関門の破綻に伴う脳の構造的破壊が示唆されたため、中
止となった 35）。3 つ目は、アルキルグリセオール類を用いた方法である 36）。
Erdlenbruch らはアルキルグリセオールの静脈内投与により、可逆的且つ濃度
依存的に tight junction の透過性を亢進させることを報告した。血液脳関門の破
綻の程度はアルキル基の長さとグリセオールの数に依存するとされるが、一過
性破綻の理由については未だ明らかとなっていない。動物実験において併用投
与した抗癌剤（メトトレキサート）は腫瘍内外に分布していた。また、血液脳
関門の破綻の程度については前述の浸透圧性破壊による方法と同等であり、
（RMP）-7 を用いた方法よりも強力であったと報告している。以上より全身投
与法において血液脳関門の透過性亢進を目的とした幾つかの試みがなされてき
たが、実際の臨床応用が可能な方法は僅かである。一方、本研究において実施
した方法では破綻は CED 法により薬剤が拡散した場所に限局する。腫瘍の浸潤
がある場所に狙いを定めて、薬剤の CED 法による投与を行うため、この方法で
あれば脳の他の場所に重篤な損傷を与えることなく効果を期待することができ
る。 
ところで、これまでに CED 法を含めた直接的且つ局所的方法による血液脳関
門の透過性を検討した報告は皆無に等しい。唯一、Kurozumi らの報告では、抗
腫瘍ウイルス療法での動物実験において単純ヘルペスウイルスを改良した抗腫
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瘍ウイルス（Oncolytic virus:hrR3）を脳腫瘍局所に植え込んだ場合、腫瘍血管
の透過性が亢進することを報告している 36）。これはウイルスを植え込んだ局所
に宿主免疫応答反応が惹起された結果としており、事前に免疫抑制剤を投与す
ると透過性亢進が抑えられることも示している。本実験では塩酸ニムスチンの
CED 投与法による血液脳関門の透過性亢進を報告したが、塩酸ニムスチン以外
の物質として、このように宿主の免疫応答反応を惹起し得る抗腫瘍性物質が候
補として考えられるかもしれない。また、併用する全身投与薬剤の選択につい
て本実験では実験評価の便宜上でドキソルビシン内包リポソームを使用したが、
他の抗腫瘍薬剤、特に最近注目されてきている分子標的物質で、分子量の比較
的大きいモノクローナル抗体などの併用も可能となる可能性があり、今後の臨
床応用に向けて期待される。 
 
Ⅶ．結論 
本研究で私は脳実質に薬剤を局所投与することで、その部分に一時的な血液
脳関門の透過性亢進が生じることを報告した。血液脳関門の透過性が亢進する
期間に全身化学療法を追加することにより抗腫瘍効果の増強を認め、脳腫瘍を
有するラットの生存期間は有意に延長した。近年悪性腫瘍に対する全身化学療
法の選択肢は劇的に増加し、分子標的薬剤も利用されるようにもなっている。
本研究結果が、神経膠腫の化学療法に対して新たな可能性を広げるものと期待
される。 
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Ⅸ．付図説明 
 
図１ 
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CED 法の原理について示した。脳内に留置した注入針より微量注入ポンプを使
用し、持続的に陽圧をかけて薬剤投与を行う。注入針先端の圧勾配を維持し、
対流を発生させ、生じた細胞間流により薬剤を脳組織間隙に高濃度で且つ広範
囲に拡散、分布させる。 
 
図２ 
本実験で作製、使用した逆流防止機能付き注入カテーテルと模式図を示した。 
材料は、微細なシリカチューブ（内径 100μm）と 24 ゲージ金属針を用いた。
逆流防止のため先端をシリカチューブが金属針先端より 1mm 長くし、段階状構
造とした。  
 
図３ 
塩酸ニムスチンの CED 法による投与で透過性が亢進した血液脳関門からのエ
バンスブルー漏出量の体積評価の実験手順を模式化して示した。 
 
図４ 
塩酸ニムスチンの CED 法による投与で透過性が亢進した血液脳関門からのエ
バンスブルー漏出量の定量評価の実験手順を模式化して示した。 
 
図５ 
頭蓋内腫瘍モデルに対する CED 投与後のドキソルビシン内包リポソームの漏
出評価の実験手順を模式化して示した。 
 
図６ 
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ラットの正常脳に濃度 1mg/mlの塩酸ニムスチン 20μlを CED法により局所投
与した際の脳組織に対する毒性評価。図は CED 法による投与 30 日後に摘出し
たラット脳の切片標本をヘマトキシリン－エオジン染色で観察したもので、
1mg/ml の濃度では薬剤毒性に起因する明らかな脳局所への損傷は認められな
い(A)。(B)、(C)は局所投与の際の針刺入部先端の周囲をそれぞれ倍率 40 倍、100
倍で観察したもの。 
 
図７ 
Fisher344ラットの一側正常大脳半球に塩酸ニムスチンをCED法により投与し
た 7 日後に、尾静脈より 2％エバンスブルー溶液を投与、30 分後に生理食塩水
で経心臓的に還流を行い、脳を摘出して凍結標本を作製した。クライオスタッ
トを用いて 25μm 厚の step section として、蛍光顕微鏡により漏出したエバン
スブルーの発色を観察した。図 A は、頭側から尾側へ 1000μm 間隔で並べた
step section を提示している。図 B は一側の半球に塩酸ニムスチン、対側には
PBS を CED 法により投与し、その 7 日後に尾静脈より 2％エバンスブルー溶液
を投与してその漏出の違いを観察した。 
 
図８ 
Fisher344 ラットの一側正常大脳半球に塩酸ニムスチンの CED 法による投与 3
日後、7 日後、12 日後、20 日後、30 日後にそれぞれ 2％エバンスブルーを尾静
脈投与し、図 2 と同様の方法でエバンスブルーの漏出を評価した。投与 12 日後
にエバンスブルーを投与したラットの切片標本を図 A に示す。図 B では投与 3
日後、7 日後、12 日後、20 日後、30 日後における局所のエバンスブルーの漏出
の様子をそれぞれ示している。 
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図９ 
塩酸ニムスチンの CED 投与 3 日後、7 日後、12 日後、20 日後、30 日後におけ
る局所のエバンスブルーの漏出体積を算出した。発色部分の面積を解析ソフト
（Lia32）を用いて測定し、切片厚との積で求めた。求められた各群(n=4)の漏
出体積の平均を縦軸とし、横軸を CED 投与後日数（群）としてグラフに示した。
グラフの実線は標準偏差を表している。 
 
図 10 
Fisher344ラットの一側正常大脳半球に塩酸ニムスチンのCED法による投与を
行い、3 日後、7 日後、30 日後にそれぞれ 4％エバンスブルーを尾静脈投与し、
漏出部分を含む脳小片に存在するエバンスブルーの質量を吸光計を用いて求め
た。グラフは各群(n=6)の平均を示し、縦軸が漏出したエバンスブルーの質量(μ
g)を示している。投与 7 日後でピークを認め、3 日後と 7 日後、7 日後と 30 日
後の比較でそれぞれ有意差を認めた。（＊P = 0.042，＊＊P = 0.013,  Student 
t-test.） 
 
図 11 
Fisher 344 ラットの 9L 細胞株を用いた脳腫瘍モデルにおいて、塩酸ニムスチン
(n=3)、PBS(n=3)を CED 法により投与し、7 日後にドキソルビシン内包リポソ
ーム（ドキシル®）を尾静脈投与した。蛍光顕微鏡によるドキソルビシン内包リ
ポソーム（ドキシル®）の漏出の観察を、上述のエバンスブルーの場合と同様の
方法で行った。図 A は PBS の投与を受けたラットの標本で、腫瘍部分に軽度の
漏出を認めるが、図 B に示す塩酸ニムスチンの投与を受けた腫瘍部分ではより
強い漏出による発色を認めた。更に図 B の標本では唯一独立した２つの腫瘍病
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変が観察され、CED の針刺入部近傍の腫瘍部分（図 B-1）の発色は、遠位に存
在する腫瘍部分（図 B -2）よりもより強い発色を認めた。これは、投与された
塩酸ニムスチンの分布が尐ない遠位よりも、近位の病変の方がより塩酸ニムス
チンの影響を受けるため、薬剤の漏出もそれだけ多いためであると考えられた。 
 
図 12 
生存曲線。Fisher 344ラット 22 匹を用いて9L細胞株の脳腫瘍モデルを作製し、
以下の 5 群へ無作為に振り分けて治療を行い、生存期間を観察した。 
(a) PBS を CED 法で投与するコントロール群 (n = 9)、 
(b) PBSを CED法で投与後にドキソルビシン内包リポソームを尾静脈投与する
群 (n = 9)、 
(c) 塩酸ニムスチンを CED 法で投与する群 (n = 8)、 
(d) 塩酸ニムスチンを CED 法で投与後にドキソルビシン内包リポソームを尾静
脈投与する群 (n = 9)、 
(e) ドキソルビシン内包リポソームを尾静脈投与し、後から塩酸ニムスチンを
CED 法により投与する群 (n = 7)  
結果は Kaplan-Meier 曲線で示している。赤色線は(a)群、緑色線は(b)群、灰色
線は(c)群、黒色線は(d)群、青色線は(e)群をそれぞれ示している。 
 
表１ 
Fisher 344 ラット 22 匹を用いて 9L 細胞株の脳腫瘍モデルを作製し、(a)～(e)
の 5 つの群へ無作為に振り分けて、塩酸ニムスチンの CED 法による投与および
ドキソルビシン内包リポソームの尾静脈投与を様々に組み合わせて生存試験を
行った。表には各群の個体数、治療内容および治療スケジュールを示した。 
 
30 
 
 
図 １ （CEDの原理） 
• 注入針先端の圧勾配を維持 
 
• 対流（convection）を発生させる 
 
• 生じた細胞間流により薬剤を脳組織間隙に高濃度
かつ広範囲に拡散、分布させる 
圧勾配 
Bulk flow 
単純注射•単純拡散 
薬剤分布が
注入ルートに
限局 
Convection-enhanced delivery 
広範囲に高
濃度で分布 
図 ２ 
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図 ３ 
（血液脳関門からのエバンスブルー漏出量の体積評価） 
Fisher344 ラット 
雄性 体重200g 
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2％ エバンスブルー 
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図 ４ 
（血液脳関門からのエバンスブルー漏出量の定量評価） 
塩酸ニムスチン 
1mg/ml 20μl CED 
4％ エバンスブルー 
1ml 尾静脈より投与 
Day0 
 
Day3 
 
Day7 
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脳小片摘出 
定量評価 
Fisher344 ラット 
雄性 体重200g 
各群 n=6 
塩酸ニムスチン 
   CED 
図 ５ 
（頭蓋内腫瘍モデルに対するCED投与後のドキソルビシン包埋
リポソームの漏出評価） 
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で観察 
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表1．脳腫瘍モデルを用いた生存試験における5群 
